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营养 、 大 肠 杆菌 和 氨基 酸 对 猪 小 肠 上 皮 细 胞 抗菌 肽 和 信号 通路 蛋白 表达 的 影响 
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(1. 安 徽 科 技 学 院 动物 科学 学 院 , 凤 阳 233100; 2. 中 国 农业 大 学 动物 科学 学 院 , 北京 100093) 
摘 BEL 为 了 研究 应 激 和 氨基 酸 对 上 皮 抗 菌 肽 表达 的 作用 和 分 子 机 制 , 试验 选用 猪 小 肠 上 皮 
细胞 系 IPEC-J2 作为 研究 对 象 , 饥饿 和 大 肠 杆菌 感染 分 别 作 为 营养 应 激 和 细菌 应 激 ， 丙 氨 酸 
和 异 亮 氨 酸 作为 氨基 酸 处 理 ， 收 集 细胞 mRNA， 利 用 荧光 定量 PCR 测定 B 防御 素 和 相关 信 
号 通路 蛋白 表达 水 平 。 结 果 表 明 : 与 对 照 组 (DMEM/F12 培养 基 ) 相 比 ， 饥 饿 显著 降低 了 
小 肠 上 皮 细 胞 猪 防御 素 2 (pBD-2) 、 猪 防御 素 3 (pBD-3) 和 猪 防御 素 EP2c (pEP2c) Kit 
默 信息 调节 因子 2 同 源 蛋白 (Sirt) LAHKA 1 (FoxO1)〉 和 又 头 转录 因子 4(FoxO4) 
的 表达 CP<0.05) ， 大 肠 杆菌 对 p 防御 素 表达 无 显著 影响 CP>0.05) 。 与 对 照 组 〈 饥 饿 培养 
基 ) 相 比 ， 丙 氨 酸 处 理 未 显著 影响 pBD-2 和 pBD-3 的 表达 (P>0.05) ， 但 显著 提高 了 pEP2c 
表达 水 平 (P<0.05) ; 异 亮 氨 酸 处 理 使 pBD-2、pBD-3 和 pEP2c 表达 水 平 显著 升 高 (P<0.05 ) 。 
5 与 对 照 组 相 比 ， 丙 氨 酸 和 异 亮 氨 酸 处 理 不 同 程度 影响 信号 通路 蛋白 转录 ， 丙 氨 酸 处 理 显著 提 
高 了 Sirtl 和 FoxO4 的 表达 水 平 (P<0.05)，, 异 亮 氨 酸 处 理 显著 促进 了 Sirtl, FoxO1 和 FoxO4 
的 表达 (P<0.05) 。 由 此 得 出 ， 营 养 应 激 降 低 猪 小 肠 上 皮 细 胞 中 p 防御 素 的 表达 ， 而 氨基 酸 


i 的 补充 可 促进 其 表达 , 该 调控 作用 可 能 与 Sirtl 和 又 头 转录 因子 (FoxO ) 信号 通路 蛋白 有 关 。 
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抗生素 在 畜 禽 生产 中 的 应 用 历史 超过 50 年 之 久 ， 主 要 用 于 减少 畜 禽 发 病 率 、 提 高 生产 
速度 和 饲料 利用 率 ， 然 而 ， 滥 用 抗生素 引发 众多 人 冀 病 原 菌 产生 耐 药性 ， 直 接 危 害 全 球 公共 
‘= 健康 帆 。 研 究 表 明 ， 短 期 使 用 低 剂量 抗生素 会 造成 猪 肠 道内 微生物 耐 药性 基因 的 数量 和 多 样 
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提高 畜 禽 肠 道 先天 性 免疫 功能 成 为 可 行 策略 之 一 口 。 

哺乳 动物 内 源 合成 的 抗菌 肽 〈antimicrobial peptide, AMP) 具有 广 谱 抗菌 作用 ， 其 种 类 
多 样 且 功能 复杂 ， 参 与 组 成 机 体 先天 性 免疫 系统 ， 微 生物 对 其 不 易 产生 抗 性 由 。 位 于 肠 道 表 
面 的 上 皮 细 胞 可 分 泌 大 量 多 样 AMP， 以 抵挡 复杂 的 微生物 环境 和 病原 微生物 入 侵 内 ， 与 肠 
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ERA TH WL ARREA A GIA) 共同 形成 先天 免疫 屏障 65。 近年 关于 AMP 参与 
免疫 调节 的 研究 日 益 增 多 ,它们 可 通过 趋 化 途径 和 调控 Toll 样 受 体 CTLR ) 信号 强度 发 挥 免 
疫 调控 功能 器。 目前, 在 猪 体内 共 发 现 25 种 AMP, 分 别 为 11 种 cathelicidins、12 种 防御 素 、 
1 种 saposin 和 1 种 cecropin"1。 研 究 发 现 ， 多 种 因素 可 影响 和 调控 内 源 AMP 表达 ， 包 括 发 
育 阶段 、 损 伤 、 营 养 物质 (如 维生素 DD、 短 链 脂肪 酸 、 氨 基 酸 等 ) 及 脂 多 糖 (lipopolysaccharide， 
LPS) 等 。 前 期 研究 发 现 异 亮 氨 酸 可 调控 断奶 仔猪 肠 道 黏膜 免疫 功能 ， 并 对 AMP 表达 有 具有 
一 定 的 促进 作用 甸 。 但 关于 营养 水 平 对 猪 肠 上 皮 细 胞 4MZP 表达 的 影响 的 研究 较 少 ,有 关 AMP 
诱导 表达 的 分 子 机 制 知之 甚 少 。 因 此 ， 本 研究 以 猪 小 肠 上 皮 细 胞 系 了 PEC-J2 为 模型 ,研究 营 
养 和 细菌 应 激 及 不 同 氨基 酸 处 理 对 小 肠 上 皮 细 胞 AMP 和 信和 号 通路 蛋白 表达 的 影响 ， 旨 在 为 
究 应 激 和 营养 素 调控 内 源 AMP 表达 及 肠 上 皮 黏 膜 屏障 功能 的 提高 提供 借鉴 ， 也 为 免疫 促 


EM 


进 功能 的 营养 物质 盘 选 提供 理论 基础 。 
oe 1 材料 与 方法 
mai 1.1 细胞 培养 


猪 肠 上 皮 细 胞 系 正 EC-J2 为 本 实验 室 保存 , 受 赠 于 伍 国 耀 教授 (Texas A & M University )。 
该 细胞 系 分 离 自 新 生 仔猪 空肠 上 皮 ， 单 层 贴 壁 生长 ， 其 培养 基 为 含 5% 体积 分 数 ) MFI 
= 清 (fetal bovine serum, FBS) (Gibco， 美 国 ) 、1% 胰 岛 素 硒 Cinsulin transferrin selenium, 
ITS) (ScienCell, 美国 ) 和 1 ug/L 内 皮 生 长 因子 (endothelial growth factor, EGF) (Sigma, 
美国 ) 的 DMEM/F12 培养 基 CHyclone, Fl) 。 
1.2 试验 设计 和 处 理 

猪 小 肠 上 皮 细 胞 IPEC-J2 接种 于 6 FLIR, 加 入 完全 培养 基 , 培养 至 80% 细 胞 愈合 时 进行 
试验 。 营 养 与 大 肠 杆菌 应 激 : 弃 去 待 处 理 细 胞 的 细胞 液 ， 换 新 的 培养 基 ， 其 中 对 照 组 为 
DMEM/F12 培养 基 ， 饥 饿 组 为 饥饿 培养 基 (Earle’s 盐 平衡 缓冲 液 + 维生素 混合 液 ) ， 大 肠 杆 
菌 组 为 DMEM/F12 培养 基 +1x103 CFU/ 筷 大 肠 杆菌 ， 处 理 12 h 后 收集 细胞 。 氨 基 酸 处 理 : 
弃 去 待 处 理 细 胞 的 细胞 液 ， 加 入 以 下 处 理 培养 基 : 对 照 组 为 饥饿 培养 基 ， 丙 氨 酸 组 为 饥饿 培 
养 基 中 添加 1.0 mmol/L 的 丙 氨 酸 ( 异 亮 氨 酸 等 氮 组 ) ， 异 亮 氨 酸 组 为 饥饿 培养 基 中 添加 1.0 
mmol/L 的 异 亮 氨 酸 ， 处 理 12h 后 收集 细胞 。 
1.3 ”总 mRNA 提取 和 反 转 录 

参照 RNAzole RT (Molecular Research Center， 美 国 ) 试剂 盒 说 明 书 提取 肠 上 皮 细 胞 总 
mRNA 。 用 Nanodrop 仪 检测 mRNA 浓度 和 质量 , 其 中 当 OD 260 nm/OD280 nm Œ 1.8~2.0 F OD 260 
nm/OD230 nm 在 1.5~2.2 时 说 明 RNA 质量 较 好 ， 可 用 于 下 一 步 试验 。 将 mRNA 按照 反 转 录 试 
剂 盒 操作 (TaKaRa, FE) 反 转 成 EDNA， 内 参 基 因 - 肌 动 蛋白 〈B-actin) PCR 检验 反 转 
效果 ， 并 贮存 于 一 20 "C， 备 用 。 
1.4 基因 引物 设计 

内 参 基 因 〈B-actin) ~ AMP 基因 [ 猪 防御 素 2(pBD-2)、 猪 防御 素 3(pBD-3) 和 猪 防御 素 


EP2c(DEP2c)] 以 及 信号 通路 蛋白 基因 [沉默 信息 调节 因子 2 同 源 蛋 白 Sir) XARRAT 
1 (FoxO1) 和 又 头 转录 因子 4(FoxO4)] 引 物 通过 Primer Premier 6.0 软件 设计 ， 由 北京 三 博 志 
远 生 物 技 术 有 限 公 司 合成 。 根 据 梯度 PCR 和 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 引 物 的 最 适 退 火 温度 和 扩 
增 片段 的 特异 性 ， 无 引物 二 聚 体 和 非特 异 扩 增 的 引物 可 用 ， 引 物 序列 见 表 1。 

表 1 荧光 定量 PCR 引物 序列 


Table 1 Primer sequences for real-time quantitative PCR 


基 基因 序号 引物 序列 产物 大 小 退火 温度 
Genes Gene ID Primer sequence (3 一 37) Product size/bp Tm/°C 
B- MJE TGCGGGACATCAAGGAGAAG 
397563 176 58 
B-actin AGTTGAAGGTGGTCTCGTGG 
猪 防御 素 2 CCAGAGAGGTCCGACACTACA 
404699 168 60 
pBD-2 GGTCCCTTCAATCCTTIGTAGGTGAA 
猪 防御 素 3 ACCAAGCACGCCTTCCTATC 
404703 81 60 
pBD-3 GCATTTTCGGCCACTCACAG 
猪 防御 素 EP2c ACTGCTTGTTCTCCAGAGCC 
100170139 92 57 
Cy pEP2c TGGCACAGATGACAAAGCCT 
© 沉默 信息 调节 GACTGTTGCTCCCCCTTACC 
a 因子 2 同 源 蛋 751859 ACAAGTCACATCGCCTTCGT 155 58 
J= 1 Sirtl 
: z = 叉 头 转录 因子 1 GCAAATCGAGTTACGGAGGC 
397077 95 60 
© FoxO1 AATGTCATTATGGGGAGGAGAGT 
又 头 转录 因子 4 CTTACCCCTGCCTTTGGGAG 
733705 198 60 
FoxO4 AGCCTTCCAGGGGTGATTTG 


= LS 荧光 定量 PCR 

= 将 所 提 CDNA 经 相应 引物 PCR 扩 增 后 ， 回 收 基因 片段 ， 按 10'~10° 倍 连续 稀释 ， 选 择 

102-109 8 个 梯度 绘制 标准 曲线 ， 每 个 梯度 3 个 重复 ， 进 行 预 试验 ， 验 证 引物 扩 增 效率 。 将 
反 转 的 cDNA 作为 模板 进行 荧光 定量 PCR， 按 照 SYBR Green 定量 PCR 试剂 盒 (TaKaRa, 
中 国 ) 操作 ， 采 用 10 pL 反应 体系 ， 其 中 检测 B-actin 时 cDNA 量 为 120， 检 测 目的 基因 时 
cDNA #0 1/10, 26 Bt PCR 在 ABI7500 快速 检测 系统 (Applied Biosystems， 美 国 ) 中 
进行 。PCR 反应 程序 为 : 95 ?C5s，60 °C 34s, 72°C 10 s，42 个 循环 。 
1.6 数据 分 析 

根据 2A 法 分 析 基 因 表 达 情 况 ， 以 内 参 基 因为 参照 ， 获 得 目的 基因 相对 表达 量 ， 每 个 处 

理 3 个 重复 。 相 对 表达 量 数 值 采用 SAS 8.1 (SAS Institute, Gary, XE) 单 因 子 方差 分 析 

Cone-way ANOVA) 模型 进行 统计 分 析 ， 知 处 理 间 差异 显著 ， 用 Duncan 氏 法 多 重 比较 进行 

检验 。 试 验 结果 均 以 平均 值 + 标准 误 表 示 ，P <0.05 表示 差异 显著 。 

2 结果 与 分 析 

2.1 ”应 激 和 氨基 酸 处 理 对 IPEC-J2 AMP 表达 的 影响 
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猪 小 肠 上 皮 细 胞 系 单 层 贴 壁 生长 (图 1 ) ， 增 长 速度 快 ， 当 细胞 愈合 至 90% 以 上 时 生长 
速率 降低 。 本 研究 筛选 出 3 种 猪 AMP 基因 引物 用 于 痰 光 定 量 PCR， 均 为 B 防御 素 ， 分别 为 
pBD-2、pBD-3 和 pEP2c。 营 养 和 大 上 肠 杆菌 应 激 对 猪 肠 上 皮 细 胞 系 IPEC-J2 防御 素 转录 水 平 
的 影响 见 图 2。 结果 表明 ,与 对 照 组 相 比 ， 细 胞 液 中 加 入 1x103 CFU/ 孔 大 肠 杆菌 并 未 显著 影 
响 pBD-2、pBD-3 和 pEP2c 的 表达 (P>0.05) ; 而 饥饿 应 激 则 显著 降低 了 防御 素 的 表达 
(P<0.05) ， 其 中 pBD-2 表达 水 平 降 至 对 照 组 的 0.47 倍 ，pBD-3 KE 0.58 倍 ，pEP2c 降 至 
0.25 倍 。 与 对 照 组 相 比 ， 丙 氨 酸 和 异 亮 氨 酸 处 理 后 ,发现 丙 氨 酸 未 显著 影响 pBD-2 和 pBD-3 
表达 (P>0.05) ， 但 显著 提高 了 pEP2c 表达 (P<0.05) ; 而 异 亮 氮 酸 则 显著 促进 了 3 种 防御 
素 表 达 (P<0.05) ，pBD-2 表达 升 高 至 5.68 1%, pBD-3 表达 升 高 至 9.94 倍 ，pEP2c 升 高 至 
5.34 倍 。 丙 氨 酸 作为 异 亮 氨 酸 的 等 氮 对 照 处 理 ,上 在 说 明 异 亮 氨 酸 对 防御 素 的 诱导 表达 是 其 
本 身 作用 还 是 氮 素 的 作用 ， 以 上 结果 说 明 氮 素 的 补充 可 影响 防御 素 PEP2c 的 表达 ， 但 异 亮 
氨 酸 对 防御 素 表达 具有 较 强 的 促进 作用 ， 此 作用 与 氮 素 无 关 。 


图 1 猪 小 肠 上 皮 细 胞 系 IPEC-J2 
Fig.l Porcine intestinal epithelial cell line IPEC-J2 (200x) 
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同 基 因数 据 柱 形 标注 不 同 小 写字 母 表示 差异 显著 CP<0.05) 。 下 同 。 


Value columns of a gene with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05). The 


same as below. 
图 2 应 激 和 氨基 酸 处 理 对 IPEC-J2 细胞 中 防御 素 表 达 的 影响 。 
Fig.2 Effects of stress and amino acids treatments on defensin expression in IPEC-J2 cells 


2.2 ”营养 应 激 和 氨基 酸 处 理 对 信号 通路 和 蛋白 转录 水 平 的 影响 
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本 试验 选用 3 种 信号 通路 蛋白 ， 分 别 是 Sirtl, FoxO1 和 FoxO4。 结 果 显 示 ， 与 对 照 组 
相 比 ， 饥 饿 应 激 显 车 降低 了 IPEC-J2 细胞 内 信号 通路 蛋白 的 表达 CP<0.05) , Sirtl 表达 水 平 
降低 至 0.36 倍 ，FoxOl 降低 至 0.31 倍 ，FoxO4 降低 至 0.39 倍 (图 3) 。 与 对 照 组 相 比 ， 丙 
氨 酸 和 蜡 亮 氨 酸 均 不 同 程度 影响 信号 通路 蛋白 的 转录 ， 其 中 ， 丙 氨 酸 显著 提高 了 Sirtl (2.13 
倍 ) 和 FoxO4 (3.16 倍 ) 的 表达 水 平 (P < 0.05) ， 异 亮 氨 酸 显著 促进 了 Sirtl (30.76 倍 ) ~ 
FoxO1 (3.45 倍 ) 和 FoxO4 (3.00 倍 ) 表达 (P <0.05) 。 
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图 3 营养 应 激 和 和 氨基酸 处 理 对 IPEC-]2 细胞 中 信号 通路 蛋白 表达 的 影响 

Fig.3 Effects of nutritional stress and amino acids on signaling pathway protein expression in IPEC-J2 cells 
3 w 论 

动物 肠 道 黏膜 面临 大 量 挑战 ,如 维持 共生 菌 群 平衡 和 阻止 病原 微生物 入 侵 。 肠 上 皮 表 
的 AMP 在 抵御 微生物 过 程 中 扮演 重要 角色 ， 这 些 “ 天 然 抗生素 "属于 进化 古老 的 先天 性 免疫 
效应 因子 外 。 其 中 ，B 防御 素 是 目前 研究 最 为 深入 和 存在 最 为 广泛 的 AMP 之 一 ， 它 一 方 
可 阻止 上 皮 表 面 微生物 的 入 侵 ， 另 一 方面 参与 机 体 免疫 调节 00。 近 年 研究 表明 ， 猪 肠 道 上 
皮 组 织 可 表达 多 种 B 防御 素 00。 猪 小 肠 细胞 系 IPEC-J2 是 一 种 未 完全 分 化 的 肠 上 皮 细 胞 , 分 
离 于 初生 仔猪 空肠 上 皮 组 织 ， 其 保持 了 肠 道 细胞 的 多 种 特性 ， 如 表达 B 防御 素 等 U2。 为 研 
究 营 养 和 微生物 应 激 以 及 氨基 酸 对 小 肠 上 皮 细 胞 AMP 表达 的 作用 ， 本 试验 筛选 到 IPEC-J2 
可 表达 的 3 种 猪 源 B 防御 素 ( 即 pBD-2、pBD-3 和 pEP2c) 引物 。 

内 源 AMP 的 表达 和 活性 受 多 种 因素 调控 ， 如 细菌 和 LPS、 营 养 供 给 和 一 些 功能 性 营养 
物质 等 。Muturi 等 (3 和 Becker 等 0 研究 发 现 饥饿 可 增加 埃及 伊 蚊 和 果 晶 防御 素 表达 ， 而 
Akoda 等 (5 研究 结果 表明 饥饿 未 影响 舌 蝇 体内 AMP 的 表达 ， 而 大 肠 杆菌 却 可 刺激 其 表达 。 
与 前 人 研究 结果 不 同 , 本 试验 发 现 去 除 培养 基 中 和 氨基酸 对 IPEC-J2 细胞 造成 营养 应 激 可 显著 
降低 防御 素 的 表达 ， 但 大 肠 杆 菌 未 显著 影响 防御 素 表达 。 本 试验 中 大 肠 杆 菌 添加 浓度 为 103 
CFU/mL, Akoda 等 05 研 究 添加 10 mL ODo00 nm 为 0.5 的 大 肠 杆 菌 菌 体 ， 可 能 是 由 于 添加 量 
上 的 差异 造成 上 述 结 果 不 同 。 有 关 饥 饿 和 细菌 对 哺乳 动物 细胞 AMP 作用 的 研究 较为 缺乏 ， 
因 种 属 、 试 验 对 象 ( 体 内 和 体外 ) 和 防御 素 种 类 的 不 同 造成 了 以 上 结果 的 差异 ， 关 于 营养 和 
细菌 应 激 对 AMP 的 影响 仍 需 更 多 的 研究 。 近 期 研究 发 现 ， 氨 基 酸 能 够 促进 不 同 的 上 皮 细 胞 
表达 B 防御 素 ，Fehlbaum 等 09 报 道 3.12~12.50 jg/mL 异 亮 氮 酸 可 显著 促进 牛 肾 上 皮 细 胞 中 
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B 防御 素 的 表达 ， 但 当 浓 度 >25 ugm 时 这 种 促进 作用 明显 降低 。Sherman 等 ("研究 发 现 
100~250 ng/mL 异 亮 氨 酸 能 够 促进 人 结肠 癌 细 胞 系 (HCT-116) PFA B 防御 素 1 表达 ，Konno 
等 08] 也 报道 细胞 培养 基 中 添加 5~50 pg/mL 的 异 亮 氮 酸 可 提高 人 结肠 上 皮 细 胞 系 Caco-2 中 人 
p 防御 素 2 的 表达 。 本 试验 发 现 ， 培 养 基 中 添加 1.0 mmol/L (〈 约 131 pg/mL) FRAR w 
著 促 进 B 防御 素 的 表达 ， 此 结果 与 前 人 研究 一 致 ， 而 添加 等 氮 量 丙 氨 酸 却 未 见 此 作用 ,说 明 
异 亮 氨 酸 的 作用 并 非 是 由 于 补充 毛 源 而 影响 防御 素 的 转录 。 
通过 氨基 酸 饥 馈 造 成 的 营养 应 激 和 和 氨基酸 的 补充 均 属于 营养 物质 调控 范畴 。 研 究 表 明 ， 
调节 控制 动物 体内 AMP 表达 的 信号 通路 有 核 转 录 因 子 KB (NF-KB) 、 细 胞 外 信号 调节 激酶 
(ERK) 、 沉 默 信 息 调节 因子 2 同 源 蛋 白 (Sirt) 和 又 头 转录 因子 (FoxO) 等 由 。 其 中 ，NF-kB 
信号 通路 主要 是 细菌 、LPS 和 感染 等 影响 AMP 表达 的 作用 通路 09， 本 研究 结果 未 发 现 大 肠 
杆菌 对 防御 素 的 影响 , 因此 未 测定 该 通路 蛋白 的 变化 。 氨基 酸 相关 的 信号 通路 主要 有 丝 裂 原 
= 活化 蛋白 激酶 (MAPK) 、Sirt、 哺 乳 动 物 雷 帕 考 素 误 蛋白 (mTOR)〉、FoxO $2021, He 
: 可 见 ， 氨 基 酸 可 能 是 Sirt 和 FoxO 信号 通路 调控 AMP 表达 。Sirtl 是 一 种 烟 酰 胺 腺 味 叭 二 核 
昔 酸 (NAD) 依 赖 去 乙酰 化 酶 ， 它 是 酿酒 酵母 沉默 信息 调节 因子 2 同 源 和 蛋白 2(Sir12) 基 因 在 哺 
乳 动 物体 内 的 同 源 基 因 ， 目 前 有 关 其 研究 主要 集中 在 寿命 调控 方面 2]。 近 年 ， 越 来 越 多 的 


研究 表明 Sirtl 还 是 一 种 重要 的 营养 物质 敏感 性 生长 调节 因子 231]。D*Antona 等 2 研究 发 现 ， 
N 支 链 氨基 酸 (包括 异 亮 氨 酸 ) 可 影响 大 鼠 体 内 Sirtl 的 表达 水 平 。FoxO XA (forkhead ) 
T 蛋白 家 族 的 一 个 亚 群 ,从 蠕虫 到 人 类 均 有 表达 , 其 在 哺乳 动物 细胞 中 分 别 由 4 个 基因 编码 组 


成 : FoxO1、 叉 头 转录 因子 3 (FoxO3) 、FoxO4 和 叉 头 转录 因子 6 (Fox06) 。 作 为 一 种 转 
录 因 子 , FoxO 家 族 参 与 调控 细胞 增殖 、 免 疫 反 应 和 机 体 寿命 器 。 应 激 和 营养 物质 可 通过 FoxO 
依赖 通路 调节 Sirtl?6!, M Sirtl 可 直接 影响 防御 素 的 表达 P77。Becker 等 0 研究 发 现 ， 营 养 
应 激 可 影响 FoxO 的 活化 程度 ， 进 而 调节 AMP 表达 。 本 试验 结果 发 现 ， 营 养 应 激 在 降低 防 
PT 御 素 表达 的 同时 也 降低 了 Sirtl 和 FoxO 表达 水 平 ， 而 异 亮 氨 酸 则 显著 促进 了 防御 素 以 及 信 
号 通路 蛋白 Sirtl 和 FoxO 的 表达 ， 其 中 对 Sirtl 的 促进 作用 最 为 强烈 ， 丙 所 酸 促 进 了 pEP2c 
以 及 信号 通路 蛋白 Sirtl 和 FoxO4 的 表达 , 但 程度 显著 低 于 异 亮 氨 酸 , 验证 了 前 人 研究 结果 ， 
说 明 营养 应 激 与 氨基 酸 对 防御 素 表达 的 调控 与 Sirtl 和 Foxo 信和 号 通路 有 关 ， 但 信号 通路 蛋 
白 对 不 同和 氨基 酸 的 应 答 反 应 程度 各 不 相同 ， 具 体 调 控 通 路 还 需 进一步 的 研究 。 
4 结 论 

综 上 ， 营 养 应 激 可 降低 猪 小 肠 上 皮 细 胞 中 B 防御 素 的 表达 ， 而 氨基 酸 的 补充 可 促进 p 
防御 素 表 达 , 其 中 异 亮 氨 酸 的 促进 作用 最 为 显著 。 营养 应 激 和 氨基 酸 对 防御 素 的 调控 作用 可 
能 与 Sirtl 和 FoxO 信和 号 通路 和 蛋白 有 关 。 
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Effects of Nutrition, Escherichia coli and Amino Acids on Expression of Antimicrobial Peptide 
and Signaling Pathway Protein in Porcine Intestinal Epithelial Cells 
REN Man!? GONG Bishuang! JIN Erhui! LI Shenghe! ZENG Xiangfang? QIAO 


Shiyan** 
(1. College of Animal Science, Anhui Science and Technology University, Fengyang 233100, 
China; 2. College of Animal Science and Technology, China Agricultural University, Beijing 
100193, China) 


Abstract: To investigate the effects and molecular mechanism of stress and amino acids on 
epithelial antimicrobial peptide, porcine intestinal epithelial cell line IPEC-J2 was treated with 
starvation (as nutritional stress), Escherichia coli (as bacterial stress), alanine or isoleucine (both 
as amino acid treatments), and cell mRNA was collected. Then the expression levels of 
B-defensins and signaling pathway protein were tested using real-time quantitative PCR. From 
results, we found compared with the control group (with DMEM/F12 medium), starvation 
treatment significantly decreased the expression of porcine B-defensin 2 (pBD-2), porcine 
B-defensin 2 (pBD-3), porcine B-defensin EP2c (pEP2c), silent mating type information regulation 
2 homolog 1 (Sirtl), forkhead transcription factor 1 (FoxO1) and forkhead transcription factor 4 
(FoxO4) (P<0.05), but Escherichia coli treatment had no significant effects on B-defensin 
expression (P>0.05). Compared with the control group (with starvation medium), alanine 
treatment significantly increased pEP2c expression level (P<0.05), but did not significantly 
change the expression of pBD-2 and pBD-3, and the expression levels of pBD-2, pBD-3 and 
pEP2c in isoleucine group were significantly increased (P<0.05). Signaling pathway protein 
transcription was different affected by alanine and isoleucine treatments. Compared with the 
control group, the expression levels of Sirtl and FoxO4 in alanine group were significantly 
increased and isoleucine treatment significantly increased the expression of Sirtl, FoxO1 and 
Fox04 (P<0.05). In conclusion, nutritional stress can increase B-defensin expression in intestinal 
epithelial cells, and amino acid supplementation can promote its expression. The mechanism of 
defensin regulation is related to Sirtl and forkhead transcription factor (FoxO) signaling pathway 
protein. 
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